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Abstrak 
 Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui performan imunitas (leukosit, sel 
goblet dan ekspresi MMP-9)  ayam jantan white leghorn pasca pemberian probiotik Bacillus 
subtilis. Metode penelitian eksperimental dengan rancangan acak lengkal (RAL). Sampel yang 
digunakan adalah 24 ekor ayam jantan white leghorn yang dibagi menjadi 4 perlakuan yang 
terdiri sebagai berikut: P0 :  kontrol yang tidak diberikan perlakuan, P1: terdiri dari 6 ekor ayam 
jantan white leghorn yang diberikan probiotik Bacillus subtilis 2,5x106CFU/ hari/ekor, P2: terdiri 
dari 6 ekor ayam jantan white leghorn yang diberikan probiotik Bacillus subtilis 3,9x 107 CFU/ 
hari/ekor, P3: terdiri dari 6 ekor ayam jantan white leghorn yang diberikan probiotik Bacillus 
subtilis 5,3x108 CFU/ hari/ekor, variabel pada penelitian ini adalah : neutrofil, basofil, eusinofil, 
limfosit, monosit, sel goblet, ekspresi MMP-9 dan panjang vili usus. Data yang diperoleh dari 
penelitian ini akan ditabulasi kemudian diolah menggunakan ANOVA dan dialanjutkan dengan 
uji Duncan’s untuk mengetahui kemaknaan dalam setiap kelompoknya. Hasil penelitian: 
Terdapat pengaruh (P<0,05) nilai neutrofil P0 : (45,5%±7,0), P1 (52,6%±2,6),P2 : (67,0%±5,2), 
P3 : (66,6%±3,1). Tidak terdapat pengaruh (P>0,05) nilai eusinofil P0: (3,3%±1,03), P1 : 
(0,5%±0,836), P2 : (1,0,0%±0,8), P3 : (0,8%±0,9)%. Tidak terdapat pengaruh  (P>0,05) nilai 
basofil P0: (1%±0,89), P1: (1%±0,89), P2: (1%±0,89), P3: (1,3%±1,0). Terdapat pengaruh  
(P<0,05) nilai limfosit P0: (23,3%±3,9), P1 : (12,4%±2,2). P2 : (30,6%±3,0), P3 : (31,3%±4,5). 
Terdapat pengaruh (P<0,05) nilai monosit P0 : (12,5%±1,8), P1 : (12,4%±2,2), P2 : (18,5%±1,0), 
P3 : (24,5%±2,2). Semakin meningkatnya dosis probiotik Bacillus subtilis cenderung 
meningkatkan rerata jumlah neutrofil,limfosit dan monosit ayam jantan white leghorn. 
Semakin meningkatnya dosis probiotik Bacillus subtilis tidak mempengaruhi rerata eusinofil 
dan basofil yang relatif sama dengan kontrol. 
Kata Kunci: Bacillus subtilis,leukosit, white leghorn. 
Abstract 
This study aimed to determine the performance of immunity (leukocytes, goblet cells 
and MMP-9) expression of white leghorn roosters after presenting Bacillus subtilis 
probiotics. Experimental research method with completely randomized design (CRD). The 
samples used were 24 white leghorn roosters which were divided into 4 treatments consisting 
of the following: P0 : control that was not given treatment, P1: consisted of 6 white leghorn 
roosters who were given probiotic Bacillus subtilis 2.5x106CFU/day/head , P2: consisted of 
6 white leghorn roosters given Bacillus subtilis probiotic 3.9x107 CFU/day/head, P3: 
consisted of 6 white leghorn roosters given Bacillus subtilis probiotic 5,3x108 
CFU/day/head, The variables in this study were: neutrophils, basophils, eosinophils, 
lymphocytes, monocytes, goblet cells, MMP-9 expression and intestinal villi length. The data 
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obtained from this study will be tabulated and then processed using ANOVA and followed by 
Duncan's test to determine the meaning in each group. The results: There is an influence 
value (P<0.05) neutrophils P0: (45.5%±7.0), P1 (52.6%±2.6), P2: (67.0%±5.2 ), P3 : 
(66.6%±3.1). There was no effect (P>0.05) on the value of eosinophils P0: (3.3%±1.03), P1: 
(0.5%±0.836), P2: (1.0.0%±0.8) , P3 : (0.8%±0.9)%. There was no effect (P>0.05) basophil 
values P0: (1%±0.89), P1: (1%±0.89), P2: (1%±0.89), P3: (1, 3% ± 1.0). There was an effect 
(P<0.05) on the lymphocyte values P0: (23.3%±3.9), P1: (12.4%±2.2). P2 : (30.6%±3.0), P3 
: (31.3%±4.5). There was an effect (P<0.05) on monocyte values P0: (12.5%±1.8), P1: 
(12.4%±2.2), P2: (18.5%±1.0), P3 : (24.5%±2.2). Conclusion: The increasing dose of 
Bacillus subtilis probiotics tends to increase the average number of neutrophils, lymphocytes 
and monocytes, The increasing dose of probiotic Bacillus subtilis did not affect the mean 
eosinophils and basophils which were relatively the same as the control. 




Probiotik merupakan sebuah zat pakan tambahan yang dapat mengurangi atau bahkan 
menggantikan penggunaan antibiotik yang selama ini dapat mengurangi terjadinya resistensi 
mikroba akibat penggunaan antibiotik pada produk asal hewan (Alaynde et al., 2020; Sheng-
Qiu et al., 2013; Allen et al.,2013; Retta, 2016). Probiotik dapat meningkatkan produktivitas 
hewan dan melawan kolonisasi bakteri patogen yang dapat menyebabkan penyakit pada 
hewan ternak. Selama ini probiotik konvensional terbuat dari isolat bakteri asam laktat yang 
diisolasi dari saluran pencernaan hewan, penggunaan probiotik yang berisi bakteri asam 
laktat yang berlebihan atau ketika kondisi hewan, sedang mengalami penurunan fungsi 
fisiologis akan dapat menyebabkan kejadian asidosis saluran pencernaan ataupun asidosis 
sistemik yang memiliki resiko kematian hewan (SubroNto,2003; Calsamiglia et al., 2012). 
Bacillus subtilis merupakan bakteri gram positif, membentuk spora, motil, serta dapat 
diisolasi dari tanah, sayuran, feses manusia maupun hewan (Cao et al.,2011). 
Penelitian probiotik Bacillus subtilis pada ayam mulai banyak dilakukan, dilaporkan oleh Bai 
et al., (2018) suplementasi Bacillus subtilis dapat meningkatkan kapasitas antioksidan dalam 
pakan, Bacillus subtilis dapat mereduksi heat stress dan memperbaiki prilaku ayam yang 




Metode penelitian eksperimental dengan rancangan acak lengkal (RAL). Sampel yang 
digunakan adalah 24 ekor ayam jantan white leghorn yang dibagi menjadi 4 perlakuan yang 
terdiri sebagai berikut: P0 :  kontrol yang tidak diberikan perlakuan, P1: terdiri dari 6 ekor 
ayam jantan white leghorn yang diberikan probiotik Bacillus subtilis 2,5x106CFU/ hari/ekor, 
P2: terdiri dari 6 ekor ayam jantan white leghorn yang diberikan probiotik Bacillus subtilis 
3,9x 107 CFU/ hari/ekor, P3: terdiri dari 6 ekor ayam jantan white leghorn yang diberikan 
probiotik Bacillus subtilis 5,3x108 CFU/ hari/ekor, variabel pada penelitian ini adalah : 
neutrofil, basofil, eusinofil, limfosit, monosit, sel goblet, ekspresi MMP-9 dan panjang vili 
usus. Data yang diperoleh dari penelitian ini akan ditabulasi kemudian diolah menggunakan 
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Berdasarkan analisis ragam menunjukan adanya pengaruh nyata (P<0,05) 
pertambahan dosis probiotik Bacillus subtilis terhadap jumlah neutrofil. Uji dilanjutkan 
dengan uji Duncan’s. Rata-rata nilai neutrofil dapat dilihat pada . 
 Rerata jumlah neutrofil ayam jantan white leghorn pasca pemberian probioik Bacillus 
subtilis  
Perlakuan Mean %±Std.Deviasi 




Keterangan : huruf yang berbeda pada kolom yang sama menunjukan perbedaan yang nyata. 
 
Eusinofil  
Berdasarkan analisis ragam menunjukan adanya pengaruh nyata (P<0,05) 
pertambahan dosis probiotik Bacillus subtilis terhadap jumlah eusinofil. Uji dilanjutkan 
dengan uji Duncan’s. Rata-rata nilai eusinofil dapat dilihat pada  Rerata jumlah eusinofil 







Keterangan : tidak menunjukan perbedaan yang nyata. 
4Basofil 
Berdasarkan analisis ragam menunjukan adanya pengaruh nyata (P<0,05) 
pertambahan dosis probiotik Bacillus subtilis terhadap jumlah basofil. Uji dilanjutkan dengan 
uji Duncan’s. Rata-rata nilai basofil dapat dilihat pada . 
Tabel 4.3 Rerata jumlah basofil ayam jantan white leghorn pasca pemberian probioik 






Keterangan : tidak menunjukan perbedaan yang nyata. 
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Berdasarkan analisis ragam menunjukan adanya pengaruh nyata (P<0,05) 
pertambahan dosis probiotik Bacillus subtilis terhadap jumlah limfosit. Uji dilanjutkan 
dengan uji Duncan’s. Rata-rata nilai limfosit dapat dilihat pada. 
Tabel  Rerata jumlah limfosit ayam jantan white leghorn pasca pemberian probioik 






Keterangan : huruf yang berbeda pada kolom yang sama menunjukan perbedaan yang nyata. 
 
Monosit 
Rerata jumlah monosit ayam jantan white leghorn pasca pemberian probioik Bacillus 
subtilis  
Berdasarkan analisis ragam menunjukan adanya pengaruh nyata (P<0,05) 
pertambahan dosis probiotik Bacillus subtilis terhadap jumlah monosit. Uji dilanjutkan 






Keterangan : huruf yang berbeda pada kolom yang sama menunjukan perbedaan yang nyata. 
 
PEMBAHASAN 
Berdasarkan analisis ragam menunjukan bahwa rerata jumlah neutrofil P0 : 
(45,5±7,0), P1 : (52,6±2,6), P2 : (67,0±5,2), P3 : (66,6±3,1) pada ayam jantan white leghorn  
yang diberikan probiotik Bacillus subtilis menunjukan pengaruh peningkatan (P<0,05) 
dibanding kontrol  (P0) yang tidak diberikan Bacillus subtilis. Rerata jumlah neutrofil dapat 
dilihat pada grafik yang diasajikan pada gambar 5.1. 
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Gambar  Grafik rataan jumlah neutrofil ayam jantan white leghorn pasca pemberian 
probiotik Bacillus subtilis. 
 
Rerata jumlah neutrofil  cenderung mengalami peningkatan dengan bertambahnya 
dosis probiotik Bacillus subtilis yang diberikan pada ayam jantan white leghorn. 
dimungkinkan karena probiotik Bacillus subtilis memiliki aktivitas sebagai imunomodulator, 
peningkatan dosis pemberian probiotik Bacillus subtilis dapat meningkatkan rerata jumlah 
neutrofil, Menurut Castillo et al., (2011) Pemberian probiotik dapat meningkatkan ekspresi 
Toll lke receptor 2 (TLR2, TLR4 and TLR9 dan meningkatkan produksi dan sekresi TNF-α, 
IFNγ and IL-10. Aktivasi TLR oleh probiotik akan mengaktivasi NF-kb, sehinggga akan 
menyebabkan makrofag sebagai Antigen Precenting cell (APC) akan melepaskan sitokin-
sitokin untuk merangsang tubuh host memproduksi dan mensekresikan sejumlah sel darah 
putih lainnya (Rocha-Ramírez et al., 2017). Selain itu probiotik dapat meningkatkan integrin 
dan selectin yang berfungsi sebagai protein adesi yang akan meningkatkan migrasinya 
sejumlah sel darah putih yang telah dibentuk pada sumsum tulang belakang untuk dialirkan 
ke darah ataupun lokasi yang mengalami injury. Menurut data yang dilaporkan Asmara dan 
Santosa (2019) suplementasi probiotik dapat meningkatkan total leukosit, peningkatan jumlah 
leukosit tersebut diyakini akibat aktivasi dari makrofag  yang akan meregulasi peningkatan 
jumlah produksi sel leukosit lainnya. Morfologi neutrofil dapat dilihat pada gambar. 
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Gambar  Hasil ulas darah ayam jantan white leghorn  dengan pewarnaan giemsa perbesaran 
1000x. Ditunjuk tanda panah merah adalah neutrofil. 
Monosit  
Berdasarkan analisis ragam menunjukan bahwa rerata jumlah monosit P0 : 
(12,5±1,8), P1 : (12,4±2,2), P2 : (18,5±1,0) P3: (24,5±2,2)  pada ayam jantan white leghorn  
yang diberikan probiotik Bacillus subtilis menunjukan pengaruh peningkatan (P<0,05) 
dibanding kontrol  (P0) yang tidak diberikan Bacillus subtilis. 
Rerata jumlah neutrofil dapat dilihat pada grafik yang diasajikan pada gambar. 
  
Gambar  Grafik rataan jumlah monosit ayam jantan white leghorn pasca pemberian 
probiotik Bacillus subtilis. 
Rerata jumlah monosit cenderung mengalami peningkatan dengan bertambahnya 
dosis probiotik Bacillus subtilis yang diberikan pada ayam jantan white leghorn. Tingginya 
dosis pemberian Bacillus subtilis dapat meningkatkan jumlah proliferasi leukosit. Bacillus 
subtilis  memungkinkan tingginya aktivasi sel darah putih lebih signifikan dibanding dengan 
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kontrol. Monosit pada pembuluh darah disebut sebagai makrofag, makrofag ketika bertemu 
dengan Bacillus subtilis  akan mempresentasikannya kepada sel imunitas lainnya untuk 
merangsang keberadaan Bacillus subtilis sehingga terjadi aktivifasi terhadap sel imunitas 
lainnya. Pemberian Bacillus subtilis terhadap leukosit mekanismenya tepatnya yang 
bertanggung jawab untuk meningkatkan kinerja pertumbuhan tidak jelas, Bacillus spp 
dilaporkan dapat menghasilkan berbagai macam vitamin (vitamin K dan B12)  yang akan 
membantu peningkatan sistem imunitas (Mahdinia et al., 2018) dan enzim ekstraseluler 
(esterase, protease, amilase, selulase) (Azarin et al., 2015; Sholihati dkk., 2015). Enzim-
enzim ekstra seluler dapat mensponsori migrasi sel darah putih, misalnya 
Matrixmetaloproteinase (MMP) muncul sebagai enzim efektor kritis yang mengendalikan 









 spesifik, memiliki peran penting dalam mengatur fungsi leukosit (Dofour and 
Overall, 2013). MMP-9 akan diproduksi untuk memodulasi sel limfosit T melalui 
pembelahan CD25 dan akan meregulasi IL-2 untuk merekrut pembentukan sel darah putih 
lainnya, disisi  lain Makrofag menghasilkan MMP-10 untuk mengaktivasi produksi makrofag 
(Smegiel and Parks, 2017).  
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P0 P1 P2 P3
LIMFOSIT
Limfosit
Berdasarkan hasil penelitian Sun et al (2010) pemberian Bacillus subtilis  pada ikan 
menunjukan stimulasi fagositosis makrofag. Dilaporkan juga oleh Galagarza et al (2018) 
suplementasi probiotik asal Bacillus subtilis  dapat meningkatkan aktivitas imun bawaan. 















Gambar Hasil ulas darah ayam jantan white leghorn dengan pewarnaan giemsa perbesaran 
1000x. Ditunjuk panah merah adalah monosit 
Limfosit 
Berdasarkan analisis ragam menunjukan bahwa  rerata jumlah limfosit P0 : 
(20,1±1,1), P1: (23,3±3,9), P2 : (30,6±3,0), P3 : (31,3±4,5) pada ayam jantan white leghorn  
yang diberikan probiotik Bacillus subtilis  menunjukan pengaruh peningkatan (P<0,05) 
dibanding kontrol  (P0) yang tidak diberikan Bacillus subtilis.Rerata jumlah limfosit dapat 
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 Gambar Grafik rataan jumlah limfosit ayam jantan white leghorn pasca pemberian probiotik 
Bacillus subtilis. 
 
Rerata jumlah limfosit cenderung mengalami peningkatan dengan bertambahnya dosis 
probiotik Bacillus subtilis yang diberikan pada ayam jantan white leghorn. probiotik dapat 
meningkatkan integrin dan selectin yang berfungsi sebagai protein adesi yang akan 
meningkatkan migrasinya sejumlah sel darah putih yang telah dibentuk pada sumsum tulang 
belakang untuk dialirkan ke darah ataupun lokasi yang mengalami injury. Menurut data yang 
dilaporkan Asmara dan Santosa (2019) suplementasi probiotik dapat meningkatkan total 
leukosit, peningkatan jumlah leukosit tersebut diyakini akibat aktivasi dari makrofag  yang 
akan meregulasi peningkatan jumlah produksi sel leukosit lainnya.  Menurut Yang et al 
(2020) Probiotik Bacillus subtilis dapat meningkatkan sel darah putih khsususnya limfosit 
dan monosit pada kambing yang terinfeksi Haemonchus contortus. Penelitian serupa juga 
pernah dilaporkan oleh Zhang et al (2020) babi yang diimunisasi dengan recombinan protein 
dari Bacillus subtilis menunjukan peningkatan respon antibodi yang baik.  Antibodi pada 
vertrebrata diproduksi oleh limfosit B. peningkatan dosis Bacillus subtilis pada ayam white 
leghorn dapat menstimulasi peningkatan limfosit yang baik dibanding kelompok yang tidak 
diberikan perlakuan.  Morfologi limfosit dapat dilihat pada gambar. 
 Volume 2 Nomor 1 tahun 2021 
 Magister Peternakan 





Gambar Hasil ulas darah ayam jantan white leghorn  dengan pewarnaan giemsa perbesaran 
1000x. Ditunjuk panah merah adalah limfosit. 
 
Eusinofil 
Berdasarkan analisis  ragam pada variabel eusinofil ayam jantan white leghorn pasca 
diberikan probiotik Bacillus subtilis tidak menunjukan pengaruh peningkatan jumlah rerata 
(P<0,05) dimana nilai rerata masing-masing perlakuan adalah berikut  P1: (0,5±0,83), P2: 
(1,0±0,8), P3 : (0,83±0,9).  
Rerata jumlah limfosit dapat dilihat pada grafik yang diasajikan pada gambar. 
 
Gambar  Grafik rataan jumlah eusiofil ayam jantan white leghorn pasca pemberian probiotik 
Bacillus subtilis 
 
Rerata jumlah eusinofil pada masing masing perlakuan dengan pemberian probiotik 
Bacillus subtilis cenderung mengalami penurunan jumlah. Hal ini dikarenakan fungsi utama 
eusinofil adalah untuk merangsang parasit dan alergen. Probiotik Bacillus subtilis merupakan 
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sebuah flora normal dalam saluran penceraan ayam dan merupakan bukan alergen, sehingga 
pemberian probiotik ini tidak dapat meningkatkan jumlah eusinofil didalam darah ayam 
pejantan white leghorn. Eusinofil didalam tubuh hanya diproduksi tidak lebih dari 3%. 
Eusinofil memiliki fungsi terhadap pertahanan agen parasiter misalnya cacing, protozoa dan 
artrophoda. Eusinofil biasanya diaktivasi bersama basofil akibat histamin yang disekresikan 
oleh agen parasit ataupun oleh alergen, eusinofil berfungsi dengan melepaskan granula 
didalam sitoplasmanya yang akan mengalami perlekatan serta meracuni agen parasit (Ravin 
and Loy, 2016; Shahraki et al., 2018; Epelman et al.,2014; Lin and Loré, 2017). Morfologi 
eusinofil dapat dilihat pada gambar. 
 
Gambar  Hasil ulas darah ayam jantan white leghorn P2  dengan pewarnaan giemsa 
perbesaran 1000x. Ditunjuk oleh panah adalah eusinofil. 
Basofil 
Berdasarkan analisis ragam pada variabel basofil ayam jantan white leghorn pasca 
diberikan probiotik Bacillus subtilis tidak menunjukan pengaruh peningkatan jumlah rerata 
(P<0,05) dimana nilai rerata masing-masing perlakuan adalah berikut P0: (1±0,89), P1 : 
(1±0,89) P2 : (1±0,89), P3 : (1,3±1,0). Rerata jumlah basofil dapat dilihat pada grafik yang 
diasjikan pada gambar. 
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Gambar Grafik rataan jumlah basofil ayam jantan white leghorn pasca pemberian probiotik 
Bacillus subtilis. 
Rerata jumlah basofil pada masing-masing perlakuan yang diberikan probiotik 
Bacillus subtilis  memiliki nilai rata-rata yang hampir sama dengan kelompok kontrol.Basofil 
merupakan sel darah putih yang memiliki jumlah populasi hanya 1% didalam tubuh, basofil 
merupakan sel darah putih yang berfungsi sebagai marker adanya alergen dan infestasi 
nematoda. Bacillus subtilis merupakan bakteri bukan protozoa sehingga pemberian probiotik 
ini tidak dapat meningkatkan jumlah basofil dalam darah. Pemberian probiotik Bacillus 
subtilis tidak dapat secara langsung mempengaruhi jumlah basofil pada tubuh ayam.  Hal ini 
didukung  Voehringer, (2017) Nakashima et al.,( 2018) yang menyatakan bahwa basofil 
memiliki fungsi sebagai efektor proinflamasi, reaksi terhadap infeksi cacing dan alergen. 
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Gambar Hasil ulas darah ayam jantan white leghorn  dengan pewarnaan giemsa perbesaran 
1000x. Ditunjuk oleh panah adalah basofil. 
 
 
KESIMPULAN DAN SARAN  
Semakin meningkatnya dosis probiotik Bacillus subtilis cenderung meningkatkan 
rerata jumlah neutrofil,limfosit dan monosit ayam jantan white leghorn. Semakin 
meningkatnya dosis probiotik Bacillus subtilis tidak mempengaruhi rerata eusinofil dan 
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